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" PEPTIDES POSSEDANT NOTAMMENT ONE ACTIVITY ANTI^ANGZOG^NIODE ST LEtTRS 

APPI.ICATXONS £K THERAPE0T1QT3E " 



L' invention se rapporte ^ des peptides poss6dant notamment 
una activite ant i-angiogenique et ^ leurs applications en 
therap.eutique • 

Les recherches des inventeurs concernant des peptides 
therapeutiquement actifs les ont amene a elaborer des 
constructions qui se sont r^velees de grand int§ret au regard 
de leurs proprietes anti-angiogeniques . 

L' invention vise done de tels peptides et la mise a profit 
de leurs propri6t6s therapeutiques pour elaborer des 
medicaments. Elle vise ainsi les compositions pharmaceutiques 
renfermant ces peptides ^ titre de principe actif. Elle vise 
egalement 1 ' utilisation de ces peptides pour fabriquer des 
medicaments a effet anti-angiogenique, pour le traitement de 
pathologies liees a une hypervascularisation, 

Les peptides selon 1' invention sont caract6rises en ce qu'il 
s'agit de peptides cyclists, repondant k la sequence 
SEQ ID N°l : XiX2RGDX3FGX4X5LLFIHFX6lGSX7HSX8lX9 
dans laquelle : 

les lettres sans indice numerique correspondent aux 
acides amines definis par le code international ^ une 
lettre . 

Xi est soit un G soit un GG dont I'extremite amino- 
terminale est libre, alkylee, acylee, notamment acetylee, 
ou comporte un groupe de marquage corome le groupe 
biotinyle, 

- X2 est soit un C, auquel cas X2 = X4/ les 2 C §tant alors 
reunis par un pont disulfure, ou X2 est capable de former 
un pont lactame avec X4/ l*un de Xa ou X4 etant un acide 
amin6 porteur d'un groupement acide^ comme A ou D, 
1' autre portant une fonction aminee, comme Q, N. 
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. - X3 est soit un motif soit un motif nor-Leucine 

- X5 est soit un motif, soit une succession de deux motifs 
di-^ tri- ou tetra-peptidiques compos^e de G ou d'une 
combinaison de G et de S, comme GG, GGG, GGGG, GGS, GGGS, 
GGSGGS, ou encore X5 est un motif C dont la chaine 
laterale (fonction thiol) sert de point de liaison 
covalente avec un groupe 3-nitro-2-pyridinesulf enyle 
(Npys; Drijfhout et al., 1988 Int J Peptide protein Res, 
32:161-166) situe sur I'extremite N-terminale de I'acide 
amine suivant (L) , 

- Xe est soit un motif R, soit un motif K 

- X7 est soit un motif R, soit un motif K 

- Xs est soit un motif R, soit un motif K 

- Xg est un acide amine aliphatique (comme G, ou A) dont 
I'extr^mite C-terminale est amid6e. 

Ces peptides comportent de 25 a 35 acides amines. 
Un peptide de ce type repond a la sequence 

SEQ ID N''2 : GG*CRGDMFG*CGGLLFIHFRIGSRHSRIG (*indique un 
pont disulfure reliant les deux motifs C) . 

D'autres peptides sont tels que definis ci-dessus et 
presentent un groupe alkyle a leur extremite N-terminale. 

Dans d'autres peptides encore, un ou plusieurs acides 
amines sont remplaces par leur forme dextrogyre (oaa) . 

D'autres peptides selon 1' invention repondent a la SEQ ID 
N**i ci-dessus, mais comportent une ou plusieurs liaisons 
peptidiques pour former des bioisosteres . On citera par 
exemple la reduction d'un pont amide en -CH2NH-,ou une reaction 
de r^tro-inverso, tels que definis par Goodman et Ro (1995, 
dans Burger's Medicinal Chemistry, Fifth ed vol.1 pages 803- 
861, edite par ME Wolff). 

Comme variants du peptide de sequence SEQ ID N*'2 exposant 
le motif RGD par un pont disulfure entre deux cysteines, on 
citera les peptides de sequences SEQ ID N**3 a 10: 
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SEQ ID N^a : GG*CRGDMFG*CGGLLRIHFRIGSRHSRIG 
SEQ ID N''4 : GG*CRGDMFG*CGG-LFIHFRIGSRHSRIG 
SEQ ID N°5 : GG*CRGDMFG*CGGSLFIHFRIGSRHSRIG 
SEQ ID N°6 : GG*CRGDMFG*CGGLLFIHFKIGSRHSRIG 

SEQ ID N°7 : GG*CRGDMFG*CGGLLFIHF*'RIGSRHSRIG ("R representant 
un motif N-alkyiarginine) 

SEQ ID N°8 : GG*CRGDMFG*CGGLLSRHFRIGSRHSRIG 
SEQ ID N°9 : GG*CRGDMFG*CGGLLSIHFRIGSRHSRIG 
SEQ ID N'lO : GG*CRGDMFG*CGGLLFRHFRIGSRHSRIG 

D'autres peptides de 1' invention comportent une sequence 
SEQ ID N°ll : X-R-G-D-M-F-GX' 

exposant le motif RGD par un pont lactame entre les acides 
amines X (X) -C-O-NH- (X' ) / X et X' 6tant des acides amines tels 
que I'un porte un groupement acide, et 1' autre porte une 
amine. 

Des peptides pr^fer^s de ce groupe repondent aux sequences 
SEQ ID N°12 k SBQ ID N°23 : 

SEQ ID N°12 : GGXRGDMFGX ' GGLLFIHFRIGCRHSRIG 
SEQ ID N°13 : GGXRGDMFGX ' GGLLFIFFRIGCRFSRIG 
SEQ ID N°14 : GGXRGDMFGX ' GGLLFIHFRIGSRHSRIG 
SEQ ID N°15 : GGXRGDMFGX ' GGLLRIHFRIGSRHSRIG 
SEQ ID N''16 : GGXRGDMFGX ' GG-LFIHFRIGSRHSRIG 
SEQ ID N''17 : GGXRGDMFGX ' GGSLFIHFRIGSRHSRIG 
SEQ ID N°18 : GGXRGDMFGX ' GGLLFIHFKIGSRHSRIG 

SEQ ID N°19 : GGXRGDMFGX ' GGLLFIHF^RIGSRHSRIG ("R representant 
un motif N-alkylarginine) 

SEQ ID N''20 : GGXRGDMFGX' GGLLSRHFRIGSRHSRIG 
SEQ ID N°21 : GGXRGDMFGX ' GGLLSIHFRIGSRHSRIG 
SEQ ID N°22 : GGXRGDMFGX ' GGLLFRHFRIGSRHSRIG 
SEQ ID N°23 : GGXRGDMFGX ' GGLLFIHFRIGSRHSRIG 

Lesdites sequences peuvent §tre modifiees, c'est-^-dire 
correspondre au peptide natif mais comporter un ou plusieurs 
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.acides differents, modifies chimiquement, des lors que ces 
modifications n'affecte pas la fonction recherchee. On citera 
notamment le remplacement de Met par nor-Leu^ Arg par N-alkyl 
Arg, qui permet en particulier de stabiliser la construction, 
Ces modifications comprennent 6galement un groupe acyle, 
notamment ac^tyle en N-terminal. 

Les peptides de 1' invention sont encore caracterises en ce 
qu'ils induisent 1 ' apoptose de cellules endotheliales humaines 
exprimant les r^cepteurs aVp3. 

lis sont en outre avantageusement caracterises en ce 
qu'ils subissent une endocytose par des cellules endotheliales 
humaines exprimant les recepteurs avp3, se localisent au niveau 
du compartiment mitochondrial et exercent un effet 
mitochondriotoxique . 

Lorsqu'on met en contact un peptide tel qu'elabor6 ci- 
dessus,ou tel que defini ci-dessus, avec des cellules 
endotheliales, on observe une reconnaissance sp^cifique des 
integrines aVp3 a la surface des cellules endotheliales, ce 
qui permet 1' endocytose du peptide chimere. Une fois 
internalise, le peptide se localise transitoirement dans les 
lysosomes, comme montre en microscopie confocale et se 
distribue progressivement dans le compartiment mitochondrial. 

On notera que la specificite des peptides de 1' invention 
resulte de I'ajout de la partie mitochondrio-toxique a • des 
ligands des integrines pour exercer une toxicite par la voie 
de la mitochondrio-toxicite, les ligands des integrines etant 
presents a des fins de ciblage et n' ay ant pas eux-memes 
d' activite angiostatique . 

Comme illustre par les exemples donnes ci-apres, le 
traitement de cellules endotheliales primaires hiomaines avec 
des doses de peptides de I'ordre du micromolaire conduit a une 
dissipation du potentiel transmembranaire mitochondrial (AT|mi) , 
a la liberation de cytochrome c mitochondrial, a 1' exposition 
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He phosphatidyl-serine et a la condensation de chromatine 
nucleaire . 

Ges constructions peptidiques presentent I'avantage d*une 
absence de toxicite sur les cellules aVjJ3 negatives. 

L' invention vise done egalement la mise a profit de ces 
proprietes pour induire s61ectiveinent PMM et I'apoptose de 
cellules endotheliales angiogeniques dans le cadre de 
strategies therapeutiques, notaimtient anti-cancer, traitement 
de la polyarthrite, de la r6tinopathie diab6tique. 

Les compositions pharmaceutiques selon 1' invention sont 
caracterisees en ce qu'elles renferment une quantity 
th6rapeutiqueitient efficace d' au moins un peptide, tel que 
defini ci-dessus, en association avec un vehicule 
pharmaceutiquement acceptable - 

Ces compositions se presentent avantageusement sous les 
formes gal^niques appropriees pour leur administration par 
voie injectable. 

On citera en particulier les solutions injectables 
destinees A une administration par voie intra veineuse. 

L' invention vise en outre 1 ' utilisation de constructions 
peptidiques telles que definies ci-dessus pour fabriquer des 
medicaments anti-angiogeniques pour le traitement de 
pathologies dues a une hypervascularisation. 

On citera en particulier le traitement de tumeurs solides 
telles que les tumeurs pulmonaires, les adenomes, les 
m^lanomes, les cancers de la prostate, du sein, du colon, du 
pancreas , les osteosarcomes , L ' invention s ' applique egalement 
au traitement de retinopathies diab6tiques et de 
polyarthrites . 

» Les posologies des formes d* administration et les 

traitements seront determines par I'homme du metier en 
fonction de la pathologie A traiter et de I'etat du patient. 
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D'autres caract^ristiques et avantages de 1' invention 
seront donnes dans les examples qui suivent se rapportant a 
la construction SEQ ID N^2 ( ci-apr6s TEAM-VP) 
SEQ ID N°2 : GG*CRGDMFG*C-GG-LLFIHFRIGSRHSRIG-ainide 
avec ou sans biotine^ indiquant une cyclisation par 

formation d'un pont disulfure* II sera fait r6f6rence aux 
figures 1 a 3^ qui representent, respect ivement, 

la figure 1, 1 ' analyse de la cytotoxicite sur des 

cellules endotheliales^ 

la figure 2, la reconnaissance du motif CycRGD par les 
integrines aV(J3, 
- la figure 3/ les effets de TEAM^VP sur des mitochondries 
isolees et des cellules HUVEC. 

Exemples : 

Analyse de la cytotoxieite de TE2ttl-VP sur cellules 
endotiiellales 

a. Les cellules HUVEC ont 6te incubees pendant 24h avec 5-30 
ViM de peptide CycRGD, LLFIHFRIGSRHSRIG-amide (C4) ou TEAM- VP, 
puis marquees avec la 7-AAD et analys^es par cytomfetrie en 
flux (Figure la) . 

b. Les cellules HUVEC ont et6 incubees pendant 24, 48, 72 et 
96h avec 15 yiM de TEAM-VP puis marquees avec la 7-AAD et 
analysees par cytometrie en flux (Figure lb)*. 

Reconnaissance du motif CycRGD par les integrines avps 

a- Analyse de la liaison cellulaire : 

Les cellules HUVEC ont ete incubees pendant 45 min a 
temperature ambiante avec les peptides suivants : 
GGCRGDMFGCGG-amide (RGD lineaire) , GG*CRADMFG*CGG-amide 
(CycRAD) et GG*CRGDMFG*CGG-amide (CycRGD) (0,5 ^ 2 pM) marqu6s 
FITC et analysees par cytometrie en flux (Figure 2a) . 
b. Chasse du peptide CycRGD par lui-mSme : 
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^Les cellules HUVEC ont et6 pre-incubees ou non pendant 30 min 
k temperature ambiante avec 200 de peptide CycRGD non 

marque avant ajout de peptide FITC-CycRGD (10 pM) pendant 45 
min et analys6es par cytometrie en flux (Figure 2b). 
c. Competition pour les sites integrines. ; 

Les cellules HUVEC ont ete pre-incub6es ou non pendant 30 min 
k temperature ambiante avec 25 pM de peptide CycRGD, CycRAD, 
GRGDS et GRGES avant ajout de peptide FITC-CycRGD (0,5 pM) , 
puis analys^es par cytometrie en flux (Figure 2c) . 
d- Correlation entre expression des integrines, liaison et 
toxicite des peptides : 

Les cellules HUVEC, HMVECd, MCF-7, MDA, HeLa, HT-29, Jurkat, 
CEM et PBMC ont ete marquees avec les anticorps diriges contre 
les integrines aVp3 et avps et analysees par cytometrie en 
flux. La liaison du peptide CycRGD et 1' induction d' apoptose 
par TEAM-VP sur les differents types cellulaire ont ete 
mesurees (Figure 2d) . 

+ Etude du processus d^ entree des peptides ; 

Les peptides FITC-CycRGD et TEAM-VP (FITC) rentrent dans les 
HUVEC et co-localisent avec les billes de dextran (5h de co- 
traitement) . L' entree de TEAM-VP et des billes de dextran est 
inhibee par le trait ement Azide de sodium + D6oxyglucose, 
indiquant une entree du peptide par endocytose. On n' observe 
pas d' entree du peptide FITC-CycRAD dans les HUVEC, ni 
d' entree du peptide FITC-CycRGD dans les HeLa. 
+ Routage intracellulaire de TEAM-VP : 

On observe au confocal des HUVEC traitees avec TEAM-VP pendant 
8, 24 et 32h. 

TEAM-VP revele avec la Streptavidine-Texas Red co-distribue 
avec les lysosomes (anti-Lamp2-FITC) a 8h de traitement et 
semblerait quitter ces organelles a 24h- TEAM-VP revele avec 
la Streptavidine-FITC co-distribue partiellement avec les 
mitochondries (anti-VDAC) a 24h et totalement a 32h. On 
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ji' observe pas de co-distribution avec I'appareil de Golgi 
(anti-Golgin) tout au long du traitement. 

Effets de TEAM-VP siar des mltoehondries isolees et des 
cellules HUVEC 

a. Effet sur les mitochondries isolees : 
Induction du gonflement mitochondrial : 

Les mitochondries isolees ont ete incubees avec le peptide 
CycRGD ou TEAM~VP en presence ou non d'acide bongkrekique (BA, 
50 ]iM) , de cyclosporine A (CsA, 10 pM) , et de DIDS (8 yiM} . 
Induction de la chute de potentiel membranaire mitochondrial ; 
Les mitochondries isolees ont ete incubees avec 1 |iM de TEAM- 
VP ou ses controles (C1,C2,C3), marquees au JC-1 et analysees 
en cytometrie de flux (Figure 3a), 

SEQ ID N^24 : Cl= GG*CRADMFG*CGGLLFIHFRIGSRHSRIGamide 
SEQ ID N^25 : Cl= GG*CRGDMFG*CGGLLFIHFAIGSRHSAIGamide 
SEQ ID N°26 : C3= RKKRRQRRRGGLLFIHFRIGSRHSRIGamide 

b. Relargaqe de cytochrome c : 

Les mitochondries isolees ont §t§ incubees avec 1' Alam6thicine 
(5 ug/ml) ou TEAM-VP (10 jiM) et le surnageant analyst en 
Western Blot avec un anti-cytochrome c (Figure 3b) . 
c> Analyse de l^apoptose nucleaire : 

Les cellules HUVEC traitees avec TEAM-VP (15-40 ]iM) en 
presence ou non d'inhibiteur de caspases pendant 8, 16, 24 et 
48h ont ete marquees au Hoechst et observees au microscope 
inverse. Les pourcentages de cellules presentant des noyaux 
intacts, de stade I ou de stade II sent reportes (Figure 3c) . 

^ Inductio n du la chute de potentiel membranaire 

mitochondrial et exposition des phosphatidyl serines In 
cellula : 

Les cellules HUVEC ont ete incubees pendant 24h avec 15 ]xM de 
peptide TEAM- VP, CycRGD et C4 puis marquees au JC-1 ou avec 
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nn anti-PARP ou a 1' Annexin-V-FITC et analysees par cytometrie 
en flux (Figure 3d) . 

+ Relarqaqe cytochrome C in cellula: 

Relargage de cytochrome c observe en microscopie apr^s 24h de 
traitement avec TEAM-VP (10 pM) et double marquage des 
cellules fixees avec un anti-cytochrome c et un anti-VDAC. 
+ Chute de potentiel membranaire mitochondrial in cellula: 
Chute de potentiel observee au microscope apres marquage au 
JC-1 des cellules HUVEC traitees pendant 15-24h avec 15 de 
peptide TEAM-VP • 
Modeles animaux : 

Les modeles animaux mis en ceuvre pour demontrer I'efficacite 
des produits correspondent a ceux classiquement utilises (voir 
notamment Kisher et al., 2001 Cancer Research 61:7669-7674, 
Galaup et al., 2003 Mol Therapy 7:731-740), 
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Revendications 



1. Peptides * possedant notamment une activite anti- 
angiogenique, caracteris^s en ce qu' il s*agit de peptides 
cyclises, repondant a la sequence 

SEQ ID N°l : X1X2RGDX3FGX4X5LLFIHFX6IGSX7HSX8IX9 
dans laquelle : 

les lettres sans indice numerique correspondent aux 

acides amines definis par le code international a une 

lettre- 

Xi est soit un G soit un GG dont I'extremite amino- 
terminale est libre, alkylee, acylee, notamment acetylee, 
ou comport e un groupe de marquage comme le groupe 
biotinyle, 

X2 est soit un auquel cas X2 = X4, les 2 C 6tant alors 
reunis par un pont disulfure^ ou X2 est capable de former 
un pont lactame avec X4, I'un de X2 ou X4 6tant un acide 
amine porteur d'un groupement acide, comme A ou D, 
1* autre portant une fonction aminee, comme N. 

- X3 est soit un motif M, soit un motif nor-Leucine 

- Xs est soit un motif, soit une succession de deux motifs 
di-, tri- ou tetra-peptidiques composee de G ou d'une 
combinaison de G et de S, comme GG, GGG, GGGG, GGS, GGGS, 
GGSGGS, ou encore X5 est un motif C dont la chaine 
laterale (fonction thiol) sert de point de liaison 
covalente avec un groupe 3-nitro-2-pyridinesulf enyle 
situe sur I'extremite N-terminale de 1 ' acide amine 
suivant (L) • 

- Xe est soit un motif R, soit un motif K 

- X7 est soit un motif R, soit un motif K 

- Xa est soit un motif R, soit un motif K 

Xg est un acide amin6 aliphatique (comme G, ou A) dont 
I'extremite C-terminale est amidee. 
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2. Peptide selon la revendication 1, caracteris6 en ce 
qu'il repond k la sequence 

SEQ ID N*'2 : GG*CRGDMFG*CGGLLFIHFRIGSRHSRIG (*indique un 
pont disulfure reliant les deux motifs C) - 

3. Peptides selon la revendication 1 ou'2, caracterises en 
ce qu'ils sont modifies par rapport au peptide natif et 
presentent notanmient un groupe alkyle a leur extremite N- 
terminale et/ou en ce qu'un ou plusieurs acides amines sont 
remplaces par leur forme dextrogyre (oaa) et/ou en ce qu'ils 
comportent une ou plusieurs liaisons peptidiques pour former 
des bioisosteres, par exemple la reduction d'un pont amide en 
-CH2NH-, ou une reaction de retro-inverso. 

4. Peptides selon la revendication 2, dans lesquels le 
motif RGD est expose par un pont disulfure entre deux 
cysteines, en particulier les peptides de sequences SEQ ID N**3 
a 10: 

SEQ ID N°3 : GG*CRGDMFG*CGGLLRIHFRIGSRHSRIG 
SEQ ID N'*4 : GG*CRGDMFG*CGG-LFIHFRIGSRHSRIG 
SEQ ID N°5 :^ GG*CRGDMFG*CGGSLFIHFRIGSRHSRIG 
SEQ ID N°6 : GG*CRGDMFG*CGGLLFIHFKIGSRHSRIG 

SEQ ID N*"? : GG*CRGDMFG*CGGLLFIHF^RIGSRHSRIG (^R repr^sentant 
un motif N-alkylarginine) 

SEQ ID N'^S : GG*CRGDMFG*CGGLLSRHFRIGSRHSRIG 
SEQ ID N°9 : GG*CRGDMFG*CGGLLSIHFRIGSRHSRIG 
SEQ ID N°10 : GG*CRGDMFG*CGGLLFRHFRIGSRHSRIG 

5. Peptides selon la revendication 1, caracterises en ce 
qu'ils comportent une sequence 

SEQ ID N°ll : X-R-G-D-M-F-G-X ' 

exposant le motif RGD par un pont lactame entre les acides 
amines X (X) -C-O-NH- (X ' ) , X et X' etant des acides amines tels 
que I'un porte un groupement acide, et 1' autre porte une 
amine, 

6. Peptides selon la revendication 5, caracterises en ce 
qu'ils repondent aux sequences SEQ ID N''12 k SEQ ID N*'23 : 
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"SEQ ID N*'12 : GGXRGDMFGX ' GGLLFIHFRIGCRHSRIG 
SEQ ID N^'IS : GGXRGDMFGX ' GGLLFIFFRIGCRFSRIG 
SEQ ID N°14 : GGXRGDMFGX ' GGLLFIHFRIGSRHSRIG 
SEQ ID N^'IS : GGXRGDMFGX ' GGLLRIHFRIGSRHSRIG 
SEQ ID N°16 : GGXRGDMFGX ' GG-LFIHFRIGSRHSRIG 
SEQ ID U""!! : GGXRGDMFGX ' GGSLFIHFRIGSRHSRIG 
SEQ ID N^18 : GGXRGDMFGX ' GGLLFIHFKIGSRHSRIG 

SEQ ID N^'ig : GGXRGDMFGX • GGLLFIHF^RIGSRHSRIG (^R representant 
un motif N~alkylarginine) 

SEQ ID N°20 : GGXRGDMFGX ' GGLLSRHFRIGSRHSRIG 
SEQ ID N**21 : GGXRGDMFGX ' GGLLSIHFRIGSRHSRIG " 
SEQ ID N°22 : GGXRGDMFGX' GGLLFRHFRIGSRHSRIG 
SEQ ID N*'23 : GGXRGDMFGX' GGLLFIHFRIGSRHSRIG 

7. Peptides selon I'une quelconque des revendications 1 a 
6, caracterises qu'ils induisent I'apoptose de cellules 
endoth^liales humaines exprimant les r6cepteurs aVp3. 

8- Peptides selon I'une quelconque des revendications 1 k 
If caracterises en ce qu'ils subissent une endocytose par des 
cellules endotheliales humaines exprimant les recepteurs aV^S, 
se localisent au niveau du compartiment mitochondrial et 
exercent un effet mitochondriotoxique . 

9. Compositions pharmaceutiques, caracterisees en ce 
qu'elles renferment une quantite therapeutiquement efficace 
d'au moins un peptide tel que defini dans I'une quelconque des 
revendications 1 a 8, en association avec un vehicule 
pharmaceutiquement acceptable . 

10. Compositions pharmaceutiques selon la revendication 9, 
caracterisees en ce qu'elles se pr§sentent sous les foannes 
gaieniques appropriees pour leur administration par voie 
injectable, en particulier sous forme de solutions in j eatables 
destinies a une administration par voie intra veineuse. 

11. Utilisation de peptides selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 8, pour fabriquer des medicaments anti- 
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^ngiogeniques pour le traitement de pathologies dues a une 
hypervascularisation . 

12- Utilisation selon la revendication 11, pour la 
fabrication de medicaments pour le traitement de . tumeurs 
solides telles que les tumeurs pulmonaires, les adenomes, les 
melanomes, les cancers de la prostate^ du sein, du colon, du 
pancreas, les osteosarcomes, le traitement de retinopathies 
diabetiques et de polyarthrites - 
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SEQUENCE LISTING 



<110> THERAPTOSIS S.A. 

<120> "Pep,tides possedant notamment une activity anti-ang1ogenique et leurs 
applications en therapeutique" 

<130> CP/61114-PCT 

<150> FR 02 11 270 
<151> 2003-09-25 

<160> 30 

<170> PatentIn version 3.1 

<210> 1 

<211> 26 

<212> PRT 

<213> Human VIH 

<220> 

<221> MISC^FEATURE 
<222> CD - . (1) 

<223> soit un G soit un GG dont Vextremite ami no-termi nal e est libre, 
alkylee, acylee, notamment acetyl ee, ou comporte un groupe de mar 
quage comme le groupe biotinyle. 

<220> 

<221> MISCFEATURE 
<222> C2) . - C2) 

<223> soit un c, auquel cas X en position 2 = xen9, les2C etant alo 
rs reunis par un pont disulfure, ou X en 2 est capable de former 
un pont lactame avec x en 4, 1 'un de x en 2 ou X en 9 etant un ac 
ide amine porteur d'un groupement acide, comme A ou D, 1 'autre po 
rtant une fonction ami nee, comme Q, N. 



<220> 
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<221> MISC^FEATURE 
<222> C2) . . C2) 

<223> soit un c, auquel cas X en position 2=:Xen9,les2C etant alo 
rs reunis par un pont disulfure, ou x en 2 est capable de former 
un pont lactame avec x en 9, Tun de X en 2 ou X en 9 etant un ac 
ide amine porteur d'un groupement acide, comme A ou D, Vautre po 
rtant une fonction ami nee, comme Q, N. 

<220> 

<221> MISC_PEATURE 
<222> (9) . . C9) 

<223> soit un C, auquel cas X en position 2=Xen9, les2c etant alo 
rs reunis par un pont disulfure, ou x en 2 est capable de former 
un pont lactame avec X en 4, 1 * un de X en 2 ou X en 9 etant un ac 
ide amine porteur d'un groupement acide, comme A ou D, 1 'autre po 
rtant une fonction ami nee, comme Q, N. 

<220> 

<221> MISC^FEATURE 
<222> (17) ■ . C17) 

<223> soit un motif R, soit un motif K 
<220> 

<221> MISC_FEATURE 
<222> (21) . . (21) 

<223> soit un motif R, soit un motif K 
<220> 

<221> MISC_FEATURE 
<222> (24) . . (24) 

<223> soit un motif R, soit un motif K 
<220> 

<221> MISCFEATURE 
<222> (26) . . (26) 

<223> est un acide amine aliphatique dont Textremite C-terminale est a 
mi dee . 
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<220> 

<221> MISCL.FEATURE 
<222> C6) . . (6) 

<223> soit un motif M, soit un motif nor-Leucine 

<220> 

<221> MISCFEATURE 
<222> CIO) . . CIO) 

<223> soit un motif, soit une succession de deux motifs di-, tri- ou te 
tra~peptidiques composee de G ou d'une combinaison de G et de 5, 
comme GG, GGG, GGGG, GGS, GGGS, ggsggs, ou encore X en 5 est un m 
otif c dont la chaine lateral e sert de point de liaison covalente 
avec un groupe 3-nitro-2-pyridinesulfenyle ... 

<400> 1 

xaa xaa Arg Gly Asp Xaa Phe Gly xaa xaa Leu Leu Phe He His Phe 
15 10 15 

xaa lie Gly Ser xaa His Ser xaa lie Xaa 
20 25 

<210> 2 
<211> 28 
<212> PRT 
<213> Human VIH 

<220> 

<221> DISULFID 
<222> C3) . . CIO) 
<223> 

<400> 2 

Gly Gly cys Arg Gly Asp Met Phe Gly Cys Gly Gly Leu Leu Phe lie 
15 10 15 

His Phe Arg lie Gly ser Arg His Ser Arg lie Gly 
20 25 



<210> 3 
<211> 28 
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<212> PRT 
<213> Human VIH 

<220> 

<221> DISULFID 
<222> (3) - - CIO) 
<223> 

<400> 3 

Gly Gly cys Arg Gly Asp Met Phe Gly cys Gly Gly Leu Leu Arq He 
15 10 15 

His Phe Arg He Gly ser Arg His Ser Arg He Gly 
20 25 

<210> 4 
<211> 27 
<212> PRT 
<213> Human VIH 

<220> 

<221> DISULFID 
<222> C3) . . CIO) 
<223> 

<400> 4 

Gly Gly cys Arg Gly Asp Met Phe Gly Cys Gly Gly Leu Phe He His 
15 10 15 

Phe Arg lie Gly Ser Arg His Ser Arg lie Gly 
20 25 

<210> 5 
<211> 28 
<212> PRT 
<213> Human VIH 



<220> 



wo 2005/030238 PCT/FR2004/002422 

5/19 

<221> DISULFID 
<222> (3). .(10) 
<223> 

<400> 5 

Gly Gly Cys Arg Gly Asp Met Phe Gly Cys Gly Gly Ser Leu Phe He 
15 10 15 

His Phe Arg lie Gly ser Arg His ser Arg lie Gly 
20 25 

<210> 6 
<211> 28 
<212> PRT 
<213> Human VIH 

<220> 

<221> DISULFID 
<222> (3) . . CIO) 
<223> 

<400> 6 

Gly Gly cys Arg Gly Asp Met Phe Gly cys Gly Gly Leu Leu Phe lie 
1 5 10 15 

His Phe Lys lie Gly Ser Arg His Ser Arg lie Gly 
20 25 

<210> 7 
<211> 29 
<212> PRT 
<213> Human VIH 

<220> 

<221> DISULFID 
<222> C3) . . (10) 
<223> 
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<220> 

<221> MISCFEATURE 
<222> (19) . . (19) 

<223> NR representant un motif N-al kyl argi ni ne 
<400> 7 

Gly Gly Cys Arg Gly Asp Met Phe Gly cys Gly Gly Leu Leu Phe He 
15 10 15 

His Phe Asn Arg lie Gly Sen Arg His Ser Arg lie Gly 
20 25 

<210> 8 
<211> 28 
<212> PRT 
<213> Human VXH 

<220> 

<221> DISULFID 
<222> (3) . . (10) 
<223> 

<400> 8 

Gly Gly Cys Arg Gly Asp Met Phe Gly Cys Gly Gly Leu Leu Ser Arg 
15 10 15 

His Phe Arg lie Gly Ser Arg His Ser Arg lie Gly 
20 25 

<210> 9 
<211> 28 
<212> PRT 
<213> Human VIH 

<220> 

<221> DISULFID 
<222> (3) . . (10) 
<223> 
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<400> 9 

Gly Gly cys Arg Gly Asp Met Phe Gly cys Gly Gly Leu Leu Ser lie 
15 10 15 

His Phe Arg lie Gly ser Arg His Ser Arg lie Gly 
20 25 

<210> 10 
<211> 28 
<212> PRT 
<213> Human VIH 

<220> 

<221> DISULFID 
<222> C3) . . C9) 
<223> 

.<400> 10 

Gly Gly Cys Arg Gly Asp Met Phe Gly Cys Gly Gly Leu Leu Phe Arg 
15 10 15 

His Phe Arg He Gly Ser Arg His ser Arg He Gly 
20 25 

<210> 11 
<211> 8 
<212> PRT 
<213> Human VIH 

<220> 

<221> MISCFEATURE 
<222> CD . . CD 

<223> le motif RGD par un pont lactame entre les acides amines X Cx)-c- 
0-NH-Cx'), X et X' etant des acides amines tels que Tun porte un 
groupe acide, et 1 'autre porte une amine 

<220> 

<221> MISC_FEATURE 
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<lil> (8) . . C8) 

<223> 1e motif RGD par un pont lactame entre les acides amines X Cx)-C- 

0-NH-(x*), X et X* etant des acides amines tels que Tun porte un 
groupe acide, et 1 'autre porte une amine 

<400> 11 

xaa Arg Gly Asp Met Phe Gly xaa 
1 5 

<210> 12 

<211> 28 

<212> PRT 

<213> Human VIH 

<220> 

<221> MISC-FEATURE 
<222> C3) . - C3) 

<223> X en 3 et X en 10 etant des acides amines tels que Tun porte un 
groupement acide, et Tautre porte une amine 

<220> 

<221> MISC-FEATURE 
<222> (10) . . CIO) 

<223> X en 3 et X en 10 etant des acides amines tels que Tun porte un 
groupement acide, et Tautre porte une amine 

<400> 12 

Gly Gly Xaa Arg Gly Asp Met Phe Gly xaa Gly Gly Leu Leu Phe lie 
15 10 15 

His Phe Arg lie Gly Cys Arg His Ser Arg lie Gly 
20 25 

<210> 13 
<211> 28 
<212> PRT 
<213> Human VIH 

<220> 
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<221> MISC_FEATURE 
<222> (3) . . (3) 

<223> X en 3 et X en 10 etant des acides amines tels que Vun porte un 
groupement acide, et 1 'autre porte une amine 

<220> 

<221> MISCFEATURE 
<222> CIO) . . CIO) 

<223> X en 3 et X en 10 etant des acides amines tels que Vun porte un 
groupement acide, et 1 'autre porte une amine 

<400> 13 

Gly Gly xaa Arg Gly Asp Met Phe Gly Xaa Gly Gly Leu Leu Phe He 
1 5 . 10 15 

Phe Phe Arg He Gly Cys Arg Phe Ser Arg lie Gly 
20 25 

<210> 14 
<211> 28 
<212> PRT 
<213> Human VIH 

<220> 

<221> MISCFEATURE 
<222> C3) . • C3) 

<223> X en 3 et X en 10 etant des acides amines tels que Tun porte un 
groupement acide, et 1 'autre porte une amine 

<220> 

<221> MISCFEATURE 
<222> CIO) . . CIO) 

<223> X en 3 et X en 10 etant des acides amines tels que I'un porte un 
groupement acide, et V autre porte une amine 

<400> 14 

Gly Gly xaa Arg Gly Asp Met Phe Gly xaa Gly Gly Leu Leu Phe lie 
15 10 15 
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His Phe Arg lie Gly ser Arg His Ser Arg He GTy 
20 25 

<210> 15 
<211> 28 
<212> PRT 
<213> Human VIH 

<220> 

<221> MISCL.FEATURE 
<222> (3) . . C3) 

<223> X en 3 et X en 10 etant des acides amines tels que Vun porte un 
groupement acide, et 1 'autre porte une cunine 

<220> 

<221> MISC_FEATURE 
<222> (10) . . CIO) 

<223> X en 3 et X en 10 etant des acides amines tels que I'un porte un 
groupement acide, et Vautre porte une amine 

<400> 15 

Gly Gly xaa Arg Gly Asp Met Phe Gly xaa Gly Gly Leu Leu Arg lie 
15 10 15 

His Phe Arg lie Gly Ser Arg His Ser Arg lie Gly 
20 25 

<210> 16 
<211> 27 
<212> PRT 
<213> Human viH 

<220> 

<221> MISCFEATURE 
<222> (3).. (3) 

<223> X en 3 et X en 10 etant des acides amines tels que I'un porte un 
groupement acide, et Vautre porte une amine 



<220> 
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<221> MISCL.FEATURE 
<222> (10) . • (10) 

<223> X en 3 et X en 10 etant des acides amines tels que Tun porte un 
groupement acide, et 1 'autre porte une amine 



<400> 16 

Gly Gly xaa Arg Gly Asp Met Phe Gly xaa Gly Gly Leu Phe lie His 
15 10 15 

Phe Arg lie Gly Ser Arg His Ser Arg He Gly 
20 25 

<210> 17 
<211> 28 
<212> PRT 
<213> Human VIH 



<220> 

<221> MISCL.FEATURE 
<222> (3) . . (3) 

<223> X en 3 et X en 10 etant des acides amines tels que I'un Dorte un 
groupement acide, et Tautre porte une amine 



<220> 

<221> MISC_FEATURE 
<222> (10) . . (10) 

<223> X en 3 et X en 10 etant des acides amines tels que I'un porte un 
groupement acide, et V autre porte une amine 

<400> 17 

Gly Gly xaa Arg Gly Asp Met Phe Gly xaa Gly Gly ser Leu Phe lie 
IS 10 15 

His Phe Arg lie Gly ser Arg His Ser Arg lie Gly 
20 25 

<210> 18 
<211> 28 
<212> PRT 
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« 

<213> Human VIH 
<220> 

<221> MISC-FEATURE 
<222> (3) . . C3) 

<223> X en 3 et X en 10 etant des acides amines tels que Tun porte un 
groupement acide, et 1 'autre porte une amine 

<220> 

<221> MISCFEATURE 
<222> (10) . . CIO) 

<223> X en 3 et X en 10 etant des acides amines tels que Vun porte un 
groupement acide, et T autre porte une amine 

<400> 18 

Gly Gly xaa Arg Gly Asp Met Phe Gly xaa Gly Gly Leu Leu Phe He 
1 5 10 15 

His Phe Lys lie Gly Ser Arg His Ser Arg lie Gly 
20 25 

<210> 19 
<211> 28 
<212> PRT 
<213> Human VIH 

<220> 

<221> MISC:_FEATURE 

<222> (3) . . (3) 

<223> X en 3 et X en 10 etant des acides amines tels que I'un porte un 
groupement acide, et 1 'autre porte une amine 

<220> 

<221> MISCL.FEATURE 

<222> (19) . . (19) 

<223> NR repr6sentant un motif N-alkylarginine 



<220> 
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<221> MISCL.FEATURE 
<222> CIO) . . CIO) 

<223> X en 3 et X en 10 etant des acides amines tels que Tun porte un 
groupement acide, et V autre porte une amine 

<400> 19 

Gly Gly Xaa Arg Gly Asp Met Phe Gly xaa Gly Gly Leu Leu Phe He 
15 10 15 . 

His Phe Arg lie Gly ser Arg His ser Arg He Gly 
20 25 

<210> 20 
<211> 28 
<212> PRT 
<213> Human VIH 

<220> 

<221> MISC^FEATURE 
<222> C3) • - C3) 

<223> X en 3 et X en 10 etant des acides amines tels que Vun porte un 
groupement acide. et Vautre porte une amine 

<220> 

<221> MISC_FEATURE 
<222> CIO) . . CIO) 

<223> X en 3 et X en 10 etant des acides amines tels que Vun porte un 
groupement acide, et 1' autre porte une amine 

<400> 20 

Gly Gly xaa Arg Gly Asp Met Phe Gly Xaa Gly Gly Leu Leu Ser Arg 
15 10 15 

His Phe Arg lie Gly Ser Arg His Ser Arg lie Gly 
20 25 



<210> 21 
<211> 28 
<212> PRT 
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<213> Human viH 
<220> 

<221> MISCFEATURE 
<222> C3)..C3) 

<223> X en 3 et X en 10 etant des acides amines tels que Tun porte un 
groupement acide, et 1 'autre porte une amine 

<220> 

<221> MISCFEATURE 
<222> CIO) . . CIO) 

<223> X en 3 et X en 10 etant des acides amines tels que Vun porte un 
groupement acide, et Vautre porte une amine 

<400> 21 

Gly Gly xaa Arg Gly Asp Met Phe Gly xaa Gly Gly Leu Leu Ser He 
15 10 15 

His Phe Arg lie Gly Ser Arg His Ser Arg lie Gly 
20 25 

<210> 22 
<211> 28 
<212> PRT 
<213> Human VIH 

<220> 

<221> MISCFEATURE 
<222> C3)..C3) 

<223> X en 3 et X en 10 etant des acides amines tels que Tun porte un 
groupement acide, et Tautre porte une amine 

<220> 

<221> MISC^FEATURE 
<222> CIO) . . CIO) 

<223> X en 3 et X en 10 etant des acides amines tels que Tun porte un 
groupement acide, et Tautre porte une amine 
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<400> 22 

Gly Gly xaa Arg Gly Asp Met Phe Gly xaa Gly Gly Leu Leu Phe Arg 
15 10 15 

His Phe Arg lie Gly Ser Arg His Ser Arg lie Gly 
20 25 

<210> 23 
<211> 28 
<212> PRT 
<213> Human VIH 

<220> 

<221> MISC^FEATURE 
<222> (3)..C3) 

<223> X en 3 et X en 10 etant des acides amines tels que Tun porte un 
groupement acide, et 1 'autre porte une amine 

<220> 

<221> MISC^FEATURE 
<222> CIO) . . (10) 

<223> X en 3 et X en 10 etant des acides amines tels que Tun porte un 
groupement acide, et 1 'autre porte une amine 

<400> 23 

Gly Gly xaa Arg Gly Asp Met Phe Gly xaa Gly Gly Leu Leu Phe He 
15 10 15 

His Phe Arg lie Gly Ser Arg His ser Arg lie Gly 
20 25 

<210> 24 
<211> 28 
<212> PRT 
<213> Human VIH 

<220> 

<221> DISULFID 
<222> (3) . . (10) 
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<223> 
<220> 

<221> MOD_RES 

<222> (28) . . (28) 

<223> AMIDATTON 

<400> 24 

Gly Gly cys Arg Ala Asp Met Phe Gly cys Gly Gly Leu Leu Phe lie 
1 5 10 15 

His Phe Arg lie Gly ser Arg His ser Arg lie Gly 
20 25 

<210> 25 
<211> 28 
<212> PRT 
<213> Human VIH 

<220> 

<221> MOD_RES 

<222> (28) . . (28) 

<223> AMIDATTON 

<220> 

<221> DISULFID 
<222> (3) . . (10) 
<223> 

<400> 25 

Gly Gly cys Arg Gly Asp Met Phe Gly Cys Gly Gly Leu Leu Phe lie 
15 10 15 

His Phe Ala lie Gly ser Arg His ser Ala lie Gly 
20 25 

<210> 26 
<211> 27 
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<212> PRT 
<213> Human VIH 

<220> 

<221> MOD^RES 

<222> C27) . • (27) 

<223> AMIDATION 

<400> 26 

Arg Lys Lys Arg Arg Gin Arg Arg Arg Gly Gly Leu Leu Phe lie His 
15 10 15 

Phe Arg lie Gly Ser Arg His Ser Arg He Gly 
20 25 

<210> 27 
<211> 16 
<212> PRT 
<213> Human VIH 

<220> 

<221> MOD^RES 

<222> (16) . . (16) 
<223> 

<400> 27 

Leu Leu Phe lie His Phe Arg lie Gly Ser Arg His ser Arg lie Gly 
15 10 15 

<210> 28 

<211> 12 

<212> PRT 

<213> Human VIH 



<220> 
<221> 
<222> 



MOD^RES 
(12) . . (12) 
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<223> 
<400> 28 

Gly Gly Cys Arg Gly Asp Met Phe Gly Cys Gly Gly 
1 • 5 10 

<210> 29 

<211> 12 

<212> PRT 

<213> Human VIH 

<220> 

<221> DISULFID 
<222> C3) . . CIO) 
<223> 

<220> 

<221> MOD_RES 

<222> (12) . . C12) 
<223> 

<400> 29 

Gly Gly Cys Arg Ala Asp Met Phe Gly cys Gly Gly 
15 10 

<210> 30 

<211> 12 

<212> PRT 

<213> Human VIH 

<220> 

<221> DISULFID 
<222> (3) . . (10) 
<223> 



<220> 
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<221> MOD^RES 
<222> (12) . . (12) 
<223> 

<400> 30 

Gly Gly Cys Arg Gly Asp Met Phe Gly Cys Gly Gly 
15 10 



